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@ Immobillsierte Lipasen in hydrophoben Sol-Gel-Materiallen 

(g) Verfahren zur Herstellung von immobillsierten Ltpasen 
durch Reaktion an einer Sillciumoxidmatrix, die uber Sl- 
C-Bindungen organische, nicht hydrotysierbare Substituen- 
ten enthalt. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung sind Enzymimmobilisate, welche durch Aufbau einer hydrophoben Matrix auf 
Siliciumoxidbasis nach dem Sol-Gel- Verfahren in Gegenwart von Lipasen hergestellt wurden. das Verfahren zu 

5 ihrer Herstellung sowie ihre Anwendung. 

Der Einsatz von Lipasen fiir technische Anwendungen findet zunehmendes Interesse u. a. fur die Hydrolyse 
Oder Synthese von Estern sowie Umesterungsreaktionen unter milden Bedingungen. wobei Oberwiegend hydro- 
phobe Substrate eingesetzt werden (K. D. Mukherjee, Biocatalysis 1990. 3. 277—293; T. Nielsen, Fette, Seifen, 
Anstrichmittel 1985, 87, 15—19). Wegen der oft breiten Substratspezifitat werden Lipasen nicht nur in der 

10 Fettchemie, sondern auch zunehmend fttr stereoselektive Reaktionen in der organischen Synthese verwendet 
Ein wichtiger Faktor fur die Wirtschaftlichkeit eines enzymatischen Prozesses isi die Entwicklung einer geeigne- 
ten Methode zur Immobilisierung des Biokatalysators, urn die leichte Riickgewinnung und mehrfache Verwend- 
barkeit des Enzyms zu erm6giichen sowie wenn mdglich eine Erhohung seiner Stabilitat unter den Reaktionsbe- 
dingungen zu erreichen. Der Stand der Technik auf diesem Gebiet der Enzymtechnologie ist in der Obersichtsli- 

15 teratur bereits mehrfach zusammengefa&t worden, u. a. fiir Lipasen (F. X. Malcata, H. R. Reyes, H, S. Garcia, C. 
G. Hill, Jr. und C. H. Amundson in J. Am. Oil Chem. Soc. 1990, 67, 890—910). Dabei fuhrt in manchen Fallen die 
Immobilisierung durch EinschluB der Lipase in eine feste Matrix, verglichen mit anderen Methoden, zu einer 
verbesserten Aktivitatsausbeute und Stabilitat, ist jedoch meist aufwendiger in der Durchf uhrung. 

Die Herstellung von SiOz-Gelen nach dem Sol-Gel- Verfahren (C. J. Brinker, G W. Scherer, Sol-Gel-Science: 

20 The Physics and Chemistry of Sol-Gel-Processing, Academic Press, San Diego 1990; L. L. Hench. J. K. West, 
Chem. Rev. 1990, 90, 33—72) durch Hydrolyse von Tetraalkoxysilanen wie Tetramethoxysilan oder Tetraethox- 
ysilan laBt sich zum EinschluB von Biomolekulen in die anorganische Matrix verwenden. Zur Immobilisierung 
von Lipasen ist dieses Verfahren jedoch nicht geeignet, weil es nur sehr unbefriedigende Aktivit^tsausbeuten 
liefert. 

25 Oberraschenderweise zeigt sich, daB der EinschluB von Lipasen in sUiciumhaltigen Matrices, welche durch 
Hydrolyse von Alkoxysiliciumverbindungen mit organischen Substituenten am Silicium in Gegenwart von 
geeigneten Katalysatoren sowie weiteren, im folgenden beschriebenen Zusatzen erhalten werden, zu Materia- 
lien mit ungewdhnlich hohen katalytischen Aktivitaten fUhrt. Dabei werden durch die Immobilisierung nach 
unserer Methode fiir Reaktionen in organischen Medien unerwartete Steigerungen der Aktivitat um bis zu zwei 

30 GrdBenordnungen im Vergleich zu der eingesetzten kommerziellen Enzympraparation beobachtet, sowie eine 
um mehr als zwei GroBenordnungen erh5hte Aktivitat im Vergleich zu Immobilisaten, die nach den o. g. 
konventionellen Sol-Gel- Verfahren (unter Verwendung von Tetraalkoxysilanen allein) hergestellt wurden. Die 
nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellten immobilisierten Lipasen zeigen eine ausgezeichnete 
Stabilitat einschlieBlich erhdhte Temperaturstabilitat und sind breit anwendbar ftir Reaktionen sowohl in w^Bri- 

35 gen als auch in organischen Medien. Durch Variation der Immobilisierungsparameter lassen sich die Eigenschaf- 
ten der Matrix und der erhaltenen Immobilisate gezielt steuern und ermoglichen damit einen breiten Spielraum 
zur Optimierung fUr eine gegebene technische Anwendung. 

Gegenstand der Erfindung sind Lipase, welche in einer organische Substituenten enthaltenden Siliciumoxid- 
Matrix immobilisiert wurden, sowie das Verfahren zur Herstellung der derart immobilisierten Lipasen durch 

40 Hydrolyse von Siliciumverbindungen des Typs 

RkR"iSi(OR')m (A) 
und/oder 

[{R'0)nRoSi]pX (B) 
und/oder des Typs 

50 Y-(RqR"rSiO)sRqR"rSi-Y (C) 

in Gegenwart einer waBrigen Losung der Lipase, eventuell weiterer Losungsmittel, eines (oder mehrerer) 
geeigneten Katalysators, eines oder mehrerer Additive mit positivem EinfluB auf Aktivitat, Stabilitat, mechani- 
sche oder magnetische Eigenschaften des erhaltenen immobilisierten Biokatalysators erhalten wird, wobei R und 

55 R" ein gesattigter oder ungesSttigter Alkylsubstituent mit 1 bis 18 C-Atomen oder ein aromatischer Substituent, 
R' ein Alkylrest mit 1—5 C-Atomen oder ein Alkaltmetallatom, X ein bi- oder hoherfunktioneller, Alkyl- oder 
Arylrest sowie ein Heteroatom, und Y —OH, —OR oder — Si(OR')3 ist, k und 1 Zahlen zwischen 0 und 3 (mit 
k -1-1<4), m eine Zahl zwischen 2 und 4 (mit m-f 4— 1— k), n eine Zahl zwischen 1 und 3, o eine Zahl zwischen 0 
und 2 (mit o =« 3 — n), p eine Zahl zwischen 2 und 4. r eine Zahl zwischen 2 und 4, q und r eine Zahl zwischen 0 und 2 

60 mit q + r "= 2 und s eine Zahl zwischen 1 und 1 00 ist. 

Vorzugsweise eingesetzte Siliciumkomponenten des Typs A, mit R' = Alkyl (z. B. Methyl, Ethyl) oder 
Natrium, sind: 

— AI: Alkyl- oder Aryltrialkoxysilane RSi(OR')3 mit P « Alkyl mit einer Kettenlange von CI bis CI 8, Alkenyl, 
65 z. B. Vinyl, oder Aryl, z. B. Phenyl, 

— All: DialkyI-, Alkylaryl- oder Diarylalkoxysilane RkR"2-kSi(OR')2 mit R, R" = Alkyl mit einer Kettenlange 
von CI bis C18, z. B. Methyl, wobei Verbindungen des Typs All (mit nur zwei zur Vernetzung geeigneten 
Gruppen) in Kombination mit Komponenten des Typs Al oder AHl, z. B. in einem MolverhSltnis (Al, AIII) : All 

2 
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von3— 6eingesetzt werdenkdnnen, 

- AIII - Tetraalkoxysilane Si(OR')4 in Kombination mit Silanen des Typs Ah All. B oder C, wobei der Anteil der 
Siliciumatome mit einem oder mehreren organischen Substituenten mindestens 50 Atom-% bezogen auf die 
eingesetzte Gesamt mange an Silicium betragt. 

5 

Siliciumkomponenten des Typs B, mit R' = Alkyl. z, B. Methyl oder Ethyl sind Bis(triaIkoxysilyI)verbindungen 
der Formel (R'0)3Si-X-Si(OR')3 mit X - Alkylen, z. B. (CH2)2-6. Arylen oder X = O (Verwendung wie bei 
AIII in Kombination mit Silanen des Typs AI, All, B oder C). . a t j 

Siliciumkomponenten des Typs C werden in Kombination mit Verbindungen des Typs A. msbesondere AI und 
AIII, eingesetzt und sind oligomere oder polymere Dialkylsiloxane, insbesondere Polydimethylsiloxan, z. B. mit lo 
Silanolendgruppen und einer KettenlSnge von 5—60 monomeren Einheiten. Das Molverhaltnis A : C der Kom- 
ponenten betragt dabei z, B.3— 6. 

Die verwendeten Siliciumverbindungen des Typs A und/oder B konnen mit einem Teil des Wassers unter 
Zusatz von Saure oder einem der o. g. basischen Katalysatoren z. B. unter Einwirkung von Ultraschall vorbehan- 
delt werden. Es konnen die Silane auch ohne Vorbehandlung direkt zur Enzymimmobilisierung eingesetzt 15 

werden, . , 

Das in dieser Erfindung vorgestelite Verfahren ist breit anwendbar auf eine Reihe von Lipasen unterschied- 
lichster Herkunft. Die immobiiisierten Lipasen konnen mikrobielien Ursprungs sein, z, B. SP 523 Lipase (Novo), 
Oder gewonnen aus Bakterien z. B. der Gattung Pseudomonas (z. B. Ps. fluorescens, Ps. cepacia), aus Hefen der 
Gattung Candida (z. B. C antarctica, C. lipolytica), aus Schimmelpilzen der Gattungen Rhizopus (z. B. Rh. 20 
arrhizus, Rh. delemar, Rh, niveus), Penicillium (z. B. R roquefortii), Aspergillus {z. B. A. niger), Mucor (z. B. M. 
Miehei), pflanzlichen Ursprungs (z. B. aus Weizenkeim), sowie tierischen Ursprungs, z. B. aus Schweinepankreas. 
Eingesetzt werden 0.1 —30 mg Lipase/mmoi Siliciumverbindung(en). Bestimmungen des Proteingehaltes in Im- 
mobilisaten ohne zugesetztes Fremdprotein ergeben einen Immobilisierungsgrad von 10— >950/o und die 
entsprechenden Beladungen betragen 0.2 — 80 mg immobilisiertes Lipaseprotein/g resultierendes Enzymimmo- 25 
bilisat. 

Als Kataiysator werden verwendet: basische Verbindungen, z. B. Ammonium- und Alkalimetallhydroxide, 
vorzugsweise Natriumhydroxid oder Kaliumhydroxid in einer Stochiometrie von 10—100 mmol/mol Silicium- 
verbindung(en); Ammoniak in einer Stochiometrie von 1 — 10 mmol/mol Siliciumverbindung{en); Ammonium- 
und Aikalimetallfluoride, vorzugsweise Natriumfiuorid oder Kaliumfluorid in einer Stochiometrie von 0.1 — 100, 30 
vorzugweise 1 — 10 mmol/mol Siliciumverbindung{en); sowie Kombination dieser Verbindungen. 

Als Additive werden eingesetzt: (1) Proteine (0—200 mg Protein/mg Lipase), z. B. Albumin, Gelatine, Natrium- 
caseinat; (II) Polyhydroxyverbindungen (0-lOOOmg/mg Additiv/mg Lipase), z. B. Polyvinylalkohol (z. B, 
0.05-200 mg/mg Lipase), Sorbitol, Glycerin, Polyethylenglykol (z. B. 0.5-1000 mg/mg Lipase); (III) unloshche 
organische Polymere oder anorganische Verbindungen, z. B. Magnetit (FesO^ Materialien auf Si02- Basis, z. B. 35 
Celite®, offenporige Sinterglaser wie z. B. Siran®, Controlled Porous Glass (CPG) oder Kieselgur; sowie Kombi- 
nationen dieser Verbindungen I — III. Art und Menge der zugesetzten Additive beeinflussen die erhaltene 
Aktivitat der immobiiisierten Lipase. Durch Zusatz geeigneter Additive lassen sich im Vergieich zu analogen 
Systemen ohne Additiv deutliche Steigerungen der AktivitStsausbeute erzielen. 

Wasser wird in Form von waGrigen ungepufferten oder durch Zusatz geeigneter Puffersubstanzen gepuffer- 40 
ter Losungen der Lipase, der Additive, des Katalysators oder durch direkten Zusatz in das Reaktionsmedium 
eingebracht, in einer Stochiometrie von 4—15, vorzugsweise 8— 12 moi Wasser/mol Siliciumverbindung(en). Als 
Puffermedien sind z. B. Natrium- oder Kaliumphosphatpuffer, mit pH-Werten von 6—10 geeignet. Zum Reak- 
tionsgemisch kdnnen organische Losungsmittel wie z. B. aliphatische Alkohole (z. B. Methanol, Ethanol, Propan- 
ol), THF, DMF. in geringen Mengen bis 20 Vol.-O/o zugesetzt werden. Es kann auf die Zugabe organischer 45 
Losungsmittel ganz verzichtet werden. 

Eine bevorzugte Methode zur Immobilisierung von Lipasen besteht z. B. in der Zugabe emer gepufterten oder 
ungepufferten waBrigen L5sung des Enzyms bei Tempera turen von 0''C-50'*C, vorzugsweise bei 4''C bis 
Raumtemperatur, zu einem Gemisch aus Wasser oder waBrigem Puffer, einer waBrigen L6sung der o. g. 
Additive I und/oder II und einer waBrigen Ldsung des Katalysators, Mischen durch Schwenken oder Schutteln, 50 
Zugabe der Siliciumverbindungen (mit R' Alkyl), wobei bei Verwendung von Komponenten mit stark 
unterschiedlicher Reaktionsgeschwindigkeit wie z. B. Mischungen von Verbindungen des Typs AI und AIII die 
weniger reaktiven Komponenten zuerst hinzugefOgt werden. Mischen bis zur Bildung einer homogenen Phase 
und Schwenken oder Schutteln bis zur Gelierung des Reaktionsgemisches. Bei Auftreten einer starkeren 
Warmeentwicklung beim Gelieren wird beim und unmittelbar nach dem Gelieren bei O^C gekuhlt. Die vollstan- 55 
dig oder teiiweise erstarrte Reaktionsmischung wird verschlossen stehengelassen. eventuell tiberstehende Fius- 
sigkeit entfernt und die Produkte getrocknet. Die erhaltenen Produkte sind i. A. farblos und je nach den 
verwendeten Siliciumkomponenten sprode bis elastisch. harte glasartige Bl6cke bis feine Pulver. Die erhaltenen 
Produkte konnen zerkleinert und in dieser Form insbesondere fur Reaktionen in nichtwaBrigem Medium 
eingesetzt werden. Zur Verminderung der Gefahr unerwQnschter Nebenreaktionen oder einer Kontaminierung eo 
durch Qberschussigen Kataiysator und Additive sowie zur Entfernung nur locker adsorbierter, nicht eingeschlos- 
sener Lipase, welche bei der Reaktion leichter ausgewaschen oder desaktiviert wird und damit zur Verminde- 
rung der Aktivitat im Laufe des Katalysatoreinsatzes fiihrt, wird allerdings ein Waschen des Enzymimmobilisa- 
tes bevorzugt. Dazu werden die Immobilisate zerkleinert, mit Wasser oder wSBrigem Puffer (pH 6-8) geschtit- 
telt, abfiltriert und mit Wasser sowie organischen Ldsungsmitteln, vorzugsweise Aceton gefolgt von Pentan, 65 
nachgewaschen, getrocknet und abschlieBend gemahlen. 

Die erhaltenen Materialien sind meist weiBe Pulver mit spezifischen OberflSchen (BET-Methode) von ca. 
0.1 —700 mVg und einem Porenvolumen von ca. 0.001 — 1 cmVg. 
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In einer Vanante des erfindungsgemMBen Verfahrens werden die zur Kondensation unter Gelbildung befahig- 
ten Si-OH-Gruppen nicht durch Hydrolyse von Si-O-Alkyl-Gruppen . sondern durch Protonierung von 
Si-O-Metallgruppen erzeugt. Dazu wird der pH-Wert einer waBrigen L6sung eines Alkylsiloconates. z. B. 
Natnummethylsiliconat MeSi(ONa)3, durch Zugabe von Sauren. z. B. Salzsiure oder EssigsSure. auf pH 6-10 
5 eingestellt und diese zu einem Gemisch aus Enzymldsung und weiteren o. g. Komponenten zugefugt. Zusatzlich 
konnen auch weitere Siliciumverbindungen der o. g. Typen A, B und/oder C mit R' - Alkyl zur Cokondensation 
in Kombination mit der in dieser Variante verwendeten SiliconatlSsung eingesetzt werden 

In einer weiteren Variante wird die nach den e.g. Verfahren hergestellte Reaktionsmischung vor dem 
Geheren in einem UberschuB von Wasser gegossen und unter starkem Ruhren suspendiert. Nach dieser 
10 Methode erhalt man das Enzymimmobilisat in Form annShernd sphSrischer Partikel 

In emer weiteren Variante werden in das aus Silanen zusammen mit Enzymldsung und den weiteren o g 
Komponenten hergestellte Immobilisat als Additive des Typs III organische Polymere oder anorganische 
Materiahen inkorporiert. beispielsweise Magnetit (Fe304) oder oxidische Materialien auf SiOz-Basis. z B Celi- 
^J^-°^!''"P'>"SeJmterg\aser wie z. B. Siran®. Controlled Porous Glass (CPG) oder Kieselgur. Dazu wird das 
" J^itnT h^"**'^'^ o ^"S?.''^ S»ane zum Reaktionsgemisch zugefOgt oder aber nach Zugabe der 

Sl^nL^cfJr'. u zugegeben. Fur das Aufbringen des Enzymimmobilisates auf groBe. 
offenporige Part.kel wird das Reaktionsgemisch vor Beginn der Gelierung auf den Trager aufgebracht Die 
Ir S.""^ derartiger ox.d.scher Zusatze fuhrt zu positiven Eigenschaften des Immobilisates. z B. bezUglich 
f^ lJui ZT^ .^''!^^ des immobilisierten Katalysators durch Einfiihrung von magnetischen Eigenschaften 
LTohSrnTn^^f ^^'^'t''^^'' Emsatz im kontinuierlichen DurchfluBbetrieb durch die Erzeugung eines 
fm -SeraTJ^K '^^^^^'^ Pr^"^" SiO^-TrSgem wie Siran®. Die katalytische Aktivitat des Immobilisates 

oH.;!^^ ^ analogem Material ohne zugesetztes anorganisches Material zeigt i. A. keine BeeintrMchtigung 
Oder sogar einen positiven EinfluB auf die Aktivitat. ai-migutig, 

Akd'vitattefv ei.i?^'' ^'■""^""S beschriebenen Verfahren erhaltenen Enzymimmobilisate weisen eine hohe 
Faktor / l i -fn if. ""^ Umesterungsreaktionen in organischem Medium auf und sind i. A. urn einen 
Fn^lmnran p D l'^^' '^'^ l'^"^'*^ ^^"^^ I^mobilisierung eingesetzten kommerziellen 

SXwei J «; P ^'aBrigem Medium wie z. B. die Hydrolyse von Olivenaiemulsionen werden 

sem'^Lipasem^^^^^^^ Aktivitatsausbeuten bis 620/o. bezogen auf die zur Immobilisierung einge- 

^ tronwL^"^7'"'?""-!?'''"l"u^-°*®I. ^^^^ Stabilitat in Wasser. organischem Medium oder bei der Lagerung in 
trockenem Zustand auch bei erhShten Temperaturen. So wird bei dreimonatiger Lagerung beispielsweise einer 

Tkt'^trsv^^.tTw^^^^^^^^^^ -P-'^ ^'P-^ ^"-^ Rau^temjeratu^r prlkSTe!^ 



Aktivitatsverlust (weniger als 5%) beobachtet. 

I. Beispiele 

Beispiel 1 

^° Immobilisierung von Ps. cepacia Lipase 



^^nlrUuliit ^ nu'^ "L^"- s"spe"diert (25 mg/mi). 15 min bei Raumtemperatur geschottelt. 

0 58 ml ""^^^^^'■."^.r'^"! zur Immobilisierung eingesetzt. In einem 2-ml-Polypro?ylengeflB werden 

0.58 ml Wasser, 0.2 ml waBrige PolyvinylalkohollOsung (MG 15000. Fluka, 40/0 w/v). 0.1 mi l M NaF-L6sung 
r^in^i^^^' ^.^"^"g?" Enzymlesung (enthait 0.46 mg gelSstes Protein, entsprechend 5.0 mg kommerzieller 
i m?^'^^ gem^cht und m.t 0.857 ml Methyltrimethoxysilan (6 mmol, mit mol Silan/mol Wasser (ge- 
T^r^ r L a^ T^! «u ^V^'P*"^^'^^ Gemisch wird auf einem Vortex-Schiittler 30 s intensiv gemischt. Nach 
o^r Li5 w Jt^^ ^"""'^'^n Warmeentwicklung in eine Ware homogene L6sung ttbtr und wird bei 

ic. . fl^ ^"^oli ^'^ gesamte Reaktionsmischung zu einem homogenen milchig-trQben Festkor- 
per erstarrt. Dieser wird 24 h bei Raumtemperatur verschlossen stehengelassen. 3 d bei 30"C unter Normal- 

nf^^T"K^* gemorsert Das Rohprodukt wird mit 10 ml Wasser 2 h bei Raumtemperatur geschuttelt 
Sf Pp""."^' ^'"u *^'?ff'-'"« (D4) abfiltriert und mit 20 ml Wasser. gefolgt von zweimal 20 ml Aclton sowie 
20 ml Pentan gewaschen. Das Immobilisat wird 24 h bei 30»C getrocknet und gemahlen (Kugelmuhle) 



55 mg eingesetzte gel6ste Amano PS-Lipase/g Immobilisat: 1.2 

Aktivitatsfaktor [(Aktivitat des Immobilisats)/(Aktivitat der freien Lipase = 0.550/o 
Umsatz/h • mgkommerzielle Lipase), Aktivitatstest 1, s.S. 18]: 63 



Beispiel 2 

Immobilisierung von Ps. cepacia Lipase in Gelen des Typs AI, AI/AI'. AI/AII. AI/C und B 



Lipase (Amano PS) wird in dest. Wasser suspendiert (25 mg/ml). 15 min bei Raumtemperatur 
geschuttelt. zentrifugiert und der Oberstand zur Immobilisierung eingesetzt. In einem 2-ml-PolypropylengefaB 
ZTa-" ^T'^'' ^f°. J^l'^ ^^'•I'^';"'^ ^nol Wasser (gesamt)/mol Silan(e) von 8 : 1 erhalten wird), 0.2 ml 
waBnge PolyvinylalkohoHosung 40/0 w/v, MG 15000. Fluka). 0.1 ml 1 M NaF-L6sung. sowie 0.2 ml der waBrigen 
Enzymlbsung (enthalt 0.46 mg geldstes Protein, entsprechend 5.0 mg kommerzieller Amano PS Lipase) gemischt 
und mit der in der Tabelle angegebenen Menge der Siliciumverbindungen I und II versetzt. Das zweiphasige 
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Gemisch wird auf einem Vortex-SchUttler 30 s intensiv gemischt und anschlieBend bei 1200 U/min und Raum- 
temperatur geschuttelt. Nach ca. 30 s bis 3 h setzt, i. A. unter Warmeentwicklung, der Geliervorgang ein. Es wird 
bei 0**C gekuhlt, bis nach kurzer Zeit die Reaktionsmischung teilweise oder voilstandig zu einem milchig-truben 
Festkorper erstarrt, der wie in Beispiel 1 beschrieben weiterbehandelt wird 

5 





ouan 1 






mmol TI 


AuSW&3.g6 
(g) 




Aktivitats- 
faktorI*>3 


Aktiv. 

(0/o)[c] 


Immob. 
grad f^l 



a 


MTMS 




6.0 




039 


1.2 


4.6 


6.8 


036 


b 


MTMS 


ETMS 


3.0 


3.0 


0.44 


1.1 


2.4 


n. b. 


0.45 


c 


MTMS 


DMDES 


4.5 


0.75 


0.31 


1.5 


4.2 


9.7 


n. b. 


d 


MTMS 


DMDEs 


3.0 


1.5 


0.31 


1.5 


3.7 


n. b. 


n. b. 


e 


MTMS 


PDMSW 


4.5 


0.75 


0.49 


0.9 


3.4 


19 


0.75 


f 


MTMS 


PDMSt<^3 


3.0 


0.75 


0,30 


0.15 


63 


27 


033 


g 


MTMS 


PDMSt*^] 


3.0 


1.0 


0.228 


0.17 


73 


n. b. 


0.19 


h 


MTMS 


PDMSt^ 


4.0 


0.043 


0.24 


1.9 


4.6 


n. b. 


039 


i 


BTMSE 




4.0 




0.80 


0.6 


1.0 


n. b. 


n. b- 


j 


VTMS 




6.0 




0.41 


1.1 


7.7 


14 


n. b. 



r 1 

L^l mg eingesetztes Enzymprotein/g Immobilisat; 

Aktivitatstest 1 (s.S. 18),(Aktivitatdes Immobilisats)/(Aktivitat der freien Lipase); 
t'^]Test2(s. S.18); 

(Menge an immobilisiertem Protein = eingesetzte Proteinmenge — Proteinmenge In den Waschfliissigkeiten)/(Menge an 
zur Immobilisierung eingesetztem Protein), BCA-Protein-Assay, Fa. Pierce, BSA-Standard; 

WM.G.400-700; 25 

MG.4200; n. b. = nicht bestimmt; 
verwendete AbkQrzungen: 

MTMS: Methyltrimethoxysilan (Fluka), ETMS: Ethyltrimethoxysiian (ABCR), VTMS: Vinyltrimethoxysilan (Fluka). PDMS: 
Polydimethylsiloxan m. Silanoiendgruppen (ABCR), DMDES: Dimethyldiethoxysilan (Fluka), BTMSE Bis(trimethoxysi!yI)et- 
han(ABCR) 30 



Stabilitat der Enzymimmobilisate am Beispiel der Immobilisate 2a und 2g: 

— Restaktivitat nach dreimonatiger Lagerung bei Raumtemperatur: >95% 

— Restaktivitat nacii dreimonatiger Lagerung in 0.1 M Phosphatpuffer pH 7.0 bei Raumtemperatur: 31% (2a), 35 
180/o(2g) 

— Restaktivitat nach 30 Reaktionscyclen zu je 22 h bei 30** C (batch-Verfahren, Veresterung von Launnsaure mit 
1-Octanol in 2,2,4-Tnmethylpentan, siehe Aktivitatstest I, mit Waschen des Immobilisates nach jedem Cyclus): 
>80%(2a, 2g) 

— Restaktivitat nach Lagerung in 1-Octanoi, 28 d bei 70°C:65% (2g) 40 

Beispiel 3 

Immobilisierung von Ps. cepacia Lipase in Gelen des Typs AI/AIII, B/AIII» C/AIII 

45 

Wie in Beispiel 2, nur daB die zweite Siliciumverbindung (II) in alien Fallen Tetramethoxysilan (TMOS) ist. 

In alien Fallen werden Wasser (so daB das in der Tabelle angegebene Verhaltnis R = mol Wasser (ge- 
samt)/mol Silan(e) erhalten wird) 0.2 ml waBrige PolyvinyialkohoUosung (MG 15000, Fluka. 4% w/v). 0.1 ml 1 M 
NaF-Losung, sowie 0.4 ml der waBrigen Enzymlosung (enthait 0.46 mg gel5stes Protein, entsprechend 5.0 mg 
kommerzieller Amano PS Lipase) gemischt und mit der in der Tabelle angegebenen Menge der Siiiciumverbin- 50 
dung I und 11 (TMOS) versetzt. Das zweiphasige Gemisch wird auf einem Vortex-Schuttier 30 s (oder bei 
Mischungen, die schneiler gelieren, bis zur Gelierung) intensiv gemischt und anschlieBend bei 1200 U/min und 
Raumtemperatur geschuttelt. Nach ca. 2 s bis 3 h setzt, i. A. unter Warmeentwicklung, der Geliervorgang ein und 
es wird 1 —2 min bei O'C gekuhlt. Die weitere Behandlung des Immobilisates erfolgt wie in Beispiel 1 beschrie- 
ben. 55 
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20 



25 







Silan I 


mmol I 


mmol 


R 


Auswaage 


mg Lipase/ 
gGelW 


Aktivitats- 


Aktiv. 


Immob. 










TMOS 




(g) 


faktorf*'^ 




gradf^J 


5 




ETMS 


5 0 


1 o 






1 Xf 






o.4y 




b 


PTMS 


3.0 


3,0 






1 n 


1 7 


I o 






c 


PTMS 


5.0 


1.0 


8.0 






fi 7 

V./ 


91 
Z 1 






d 


OTMS 


1.5 


1.5 






I .*r 




n. D. 


U.OO 




e 


ODTMS 


1.5 


1.5 


93 


0.46 


1 0 




l*r 


U.DU 


10 


f 


PDMSM 


0.75 


4.5 


8.0 


0.44 


1.0 


9 0 


1ft 






g 


PDMSW 


0.75 


3.0 


8.0 


0.29 


1.6 


5.8 


62 






h 


PDMSt*^3 


1.0 


3.0 


8.0 


0.27 


1.7 


6.2 


40 


0.11 




i 


BTMSH 


3.0 


03 


8.0 


0.80 


0.6 


1.0 


n. b. 


n.b. 




j 


PhTMS 


4.5 


1.5 


8.0 


0.29 


1.6 


1.8 


n.b. 


n.b. 


15 


k 


PhTMS 


5.0 


1.0 


8.0 


0.22 


2.1 


2.2 


n.b. 


n.b. 




1 






6.0 


8.0 


0.49 


0.9 


0.03 


23 


63 



mg eingeselztes Enzymprotein/g Immobilisat, 
[*^5Test l»{Aktivitat des Immobilisats)/(Aktivitat der kommerziellen Lipase), 
M Test 2, 

[^](Menge an immobilisiertem Protein)/(Menge an zur Immobilisierung eingesetztem Protein), 

E*]M.G.400-700 

verwendete AbkQrzungen: 

MTMS: Methyltrimethoxysilan (Fluka), ETMS: Ethyltrimethoxysilan (ABCR), PTMS: Propyltrimethoxy silan (Aldrich), OTMS: 
Octyltrimethoxysilan (ABCR), ODTMS: Octadecyltrimethoxysilan (ABCR), PhTMS: Phenyltrimethoxysilan (Fluka), VTMS: 
Vinyltrimethoxysilan (Fluka), PDMS: Polydimethylsiloxan m. Silanolendgruppen (ABCR), BTMSH: Bis(trimethoxysilyI)hexan 
(ABCR) 



30 



35 



Beispiel 4 

Immobilisierung verschiedener Lipasen in Gelen auf Methyltrimethoxysilanbasis 

Durchfuhrung wie in Beispiel 2a, nur daB anstelle von Amano PS Lipase verschiedene Lipasen unterschiedii- 
cher Herkunft (jeweils die in der Tabelle angegebenen Menge an kommerzieller Lipase in 0.2 ml 0.1 M Na- 
Phosphatpuffer, pH 73, nach Abzentrifugieren von unioslichen Bestandteilen) eingesetzt werden. 
Gelierzeit 0.5 — 2 min 



40 



45 



50 
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Stabilitaider Enzymimmobilisate am Beispiel des !mmobilisates4d: 
— Restaktivitat nach dreimonatiger Lagerung in 0.1 M Phosphatpuffer pH 7.0 bei Raumtemperatur: 70% 

Beispiel 5 

Immobilisierung verschiedener Lipasen in Gelen auf Methyltrimethoxysilan/Polydimethylsiloxanbasis 

Durchfuhrung wie in Beispiel 2e, nur daB anstelle von Amano PS Lipase verschiedene Lipasen unterschiedii- 
cher Herkunfi (jeweils die in der Tabeile angegebenen Menge an kommerzieller Lipase in 0.2 ml 0.1 M Na- 
Phosphatpuffer, pH 7.5, nach Abzentrifugieren von unioslichen Bestandteilen) eingesetzt werden. 
Gelierzeit: 1—5 min 





Herkunft der Lipaset*^ 


mg Lipase 


mg. \6sl 
Lipaseprot 


Auswaage 
(g) 


mg Lipase 
gGeF^ 


Aktivitats- 
faktorf*^] 


Immob. 
gradt®^ 


a 


Rhizopus arrhizus 


35 


9.1 


0.39 


233 


4.2 


20 


b 


Rhizopus delemar 


5.0 


2.8 


0.36 


1.4 


0.8 


59 


c 


Rhizopus niveus 


35 


7.8 


032 


24.4 


1.4 


28 


d 


Mucor Miebei 


10 


6.4 


033 


19.4 


1.9 


n.b. 


e 


Penicillium roqueforti 


10 


2.8 


037 


7.6 


33 


n.b. 


f 


Aspergillus niger 


10 


9.1 


039 


233 


21.2 


88 


g 


Candida lipolytica 


35 


3.2 


036 


8.9 


1.9 


66 


h 


Novo SP523 


10 


7.6 


035 


21.7 


19.1 


88 


i 


Weizenkeim 


35 


213 


033 


64.5 


2.1 


42 



Bezugsquellen und spez. Aktivitat vgl. Beispiel 4; 
eingesetzte kommerzielle Lipase; 
30 mg etngesetztes 16sliches Enzymprotein/g Immobilisat; 

f^^Test 1, (Aktivitat des Immobilisats)/Aktivitat der kommerziellen Lipase); 

f®3 (Menge an immobilisiertem Protein)/(Menge an zur Immobilisierung eingesetztem I6slichem Protein) 
Stabilitat der Enzymimmobilisate am Beispiel des Immobilisates 5d: 

35 

— Restaktivitat nach dreimonatiger Lagerung in 0.1 M Phosphatpuffer pH 7.0 bei Raumtemperatur: 92% 

Beispiel 6 

40 Immobilisierung verschiedener Lipasen in Gelen auf Propyltrimethoxysilan/Tetramethoxysilanbasis 

Durchfuhrung wie in Beispiel 3c, nur daB anstelle von Amano PS Lipase verschiedene Lipasen unterschiedli- 
cher Herkunft (jeweils die in der Tabeile angegebenen Menge an kommerzielle Lipase in 0.2 ml 0.1 M Na- 
Phosphatpuffer, pH 73, nach Abzentrifugieren von unioslichen Bestandteilen) eingesetzt werden. 
45 Gelierzeit : 0.5 — 2 min 





Herkunft der Lipaset*^ 


mjg Lipase 


mg, losi. 
Lipaseprot 


Auswaage 
(g) 


mg Lipase/ 
gOelW 


Aktivitats- 
faktor^**^ 


Immob. 
gradW 


a 


Rhizopus arrhizus 


35 


9.1 


0.46 


19.8 


4.0 


44 


b 


Rhizopus delemar 


5.0 


2.8 


0.48 


5.8 


0.5 


91 


c 


Rhizopus niveus 


35 


7.8 


0.45 


173 


1.2 


59 


d 


Mucor Miebei 


10 


6.4 


0.48 


133 


4.4 


83 


e 


Penicillium roqueforti 


10 


2.8 


0.49 


5.7 


10.9 


n. b. 


f 


Aspergillus niger 


10 


9.1 


0.48 


18.9 


18,9 


95 


g 


Candida antarcticaW 


5 


13 


0.41 


2.7 


23 


30 


h 


Candida lipolytica 


35 


3.2 


0.49 


6.5 


0.9 


70 


i 


Novo SP 523 


10 


7.6 


0.46 


163 


81.2 


96 


j 


Weizenkeim 


35 


213 


0.45 


473 


6.8 


81 


k 


Schweinepankreas^s] 


35 


4.0 


0.49 


8.2 


1.1 


55 



W Bezugsquellen und spez. Aktivitat vgl, Beispiel 4; 
C''^ eingesetzte kommerzielle Lipase; 
M mg eingesetztes Idsliches Enzymprotein/g Immobilisat; 
65 CdlTest 1 ^(Aktivitat des I mmobilisats)/( Aktivitat der kommerziellen Lipase); 

W (Menge an immobilisiertem Protein)/(Menge an zur Immobilisierung eingesetztem Idslichem Protein); 

Fluka, 3.3 U/mg Protein, 0.83% Umsatz/h • mg kommerzielle Lipase, Aktivitatstest 1 ; 
f85FIuka.50 U/mg Protein. 0.16% Umsatz/h • mg kommerzielle Lipase, Aktivitfitstest 1 

8 
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Beispiel 7 

Immobilisierung von Pseudomonas cepacia Lipase 

Verfahren wie in Beispiei 2a, nur daB ansteile von 0.1 ml einer 1 M NaF-Losung die unten angegebenen 
Katalysatoren und Wassermengen (bei konstantem Wert von R = 8) verwendet wurden. Die Gelierzeit betrug 
0.5- 1 min (7a), 24 h (7b, 7c), 48 h (7d). 
Auswaagen 034—0.42 g 

mg eingesetzte gel6ste Amano PS-Lipase/g Immobilisat: LI — 13 



Katalysator ml Wasser Aktivitatsfaktor[Test 1] 



a 0.1 ml AmmoniumfIuond(l M) 0.364 3.2 

b 0.1 ml Natnumhydroxid(l M) 0.364 7.0 

c 0.01 ml Natriumhydroxid(l M) 0.454 8.5 

d 0.1 ml Ammoniakl6sung(l M) 0.364 8.9 



Beispiei 8 

Immobilisierung von Ps. cepacia Lipase 

Wie Beispiei 2a, nur daB unterschiedliciie Additive und Wassermengen (bei konstantem Verhaltnis R von 
Wasser zu Silan ==8:1) wie in der Tabelle angegeben verwendet wurden. 
Auswaagen 0.38—0.4 g 

mg eingesetzte geldste Amano PS-Lipase/g Immobilisat: t.l — 1.2 



Additiv ml Wasser Aktivitatsfaktor[Test 1] 



a 


0.2 ml Polyethylenglykol 6000(Fluka, 20% w/w in Wasser) 


0364 


4.7 


b 


0.2 ml Rinderserumalbumin (Sigma, 50 mg/ml in Wasser) 


0364 


5.4 


c 


0.1 ml Gelatine (ICN, 4% w/v in Wasser) 


0.464 


3.5 


d 


0.2 ml Sorbitol (Merck, 100 mg/ml) 


0.364 


1.6 


e 


0.2 ml Glycerin (Henkel) 


0.564 


1.7 


f 


kein Additiv 


0.564 


1.2 



Beispiei 9 

Immobilisierung von Novo SP 523 Lipase 

Lipase SP 523 (Novo) wird in dest. Wasser suspendiert (50 mg/ml), 15 min bei Raumtemperatur geschuttelt, 
zentrifugiert und der Oberstand zur Immobilisierung eingesetzt. In einem 2-ml-Polypropylengefa6 (Fa. Eppen- 
dorf) werden 42 iJ.1 Wasser, 0.1 ml waBrige Polyvinylalkohollosung (MG 15000, Fluka, 4% w/v), 14^1 1 M 
NaF-Losung, sowie 0.1 ml der waBrigen Enzymlosung (enthalt 2.06 mg gelostes Protein, entsprechend 5.0 mg 
kommerzieller SP 523 Lipase) gemischt und mit 0.217 ml PDMS (0.4 mmol, MG 400—700. ABCR) sowie 0.221 ml 
Tetramethoxysilan (1.5 mmol, Fluka) versetzt. Das zweiphasige Gemisch wird auf einem Vortex-Schuttler 2 s 
intensiv gemischt, mit 1.2 g Siran ® (Fa. Schott, 16 h bei 60*^0 vorbehandeit mit 1 N HCi, mit Wasser gewaschen, 
eingesetzt mit einem Wassergehalt von 30%) versetzt, bis zum Gelieren ca. 5 s auf dem Vortex-Schuttler 
gemischt und bei O'C 2 min gekuhlt. Das Produkt wird wie in Beispiei 1 beschrieben getrocknet und gewaschen, 
die mit dem Immobilisat impragnierten Siranpartikei werden jedoch nicht zerkleinert. 
Auswaage: 0.94 g 

Beladung (SP 523-Lipase, mg eingesetztes gelostes Protein/g Immobilisat): 2.2 
Aktivitatsausbeute [Test 1]: 1 12 

[Aktivitat (Gel mit Siran)]/[Aktivitat (gleiche Menge Bulk-Gel o. Siran)]: 1.9 
% immobilisiertes Protein (aus Proteinbestimmung der WaschflUssigkeiten):98 

Beispiei 10 

Immobilisierung von Pseudomonas cepacia Lipase in Magnetit-haltigen Tragern 

Ps. cepacia Lipase (Amano PS) wird in dest. Wasser suspendiert (25 mg/ml), 15 min bei Raumtemperatur 
geschuttelt, zentrifugiert und der Oberstand zur Immobilisierung eingesetzt In einem 2-ml-PolypropylengefaB 
(Fa. Eppendorf) werden 0J2 ml wSBrige Gelatinel5sung (4% w/v, iCN), 0.1 ml I M NaF-Losung, sowie 0.2 ml der 
waBrigen Enzymlosung (enthalt 0.46 mg gelostes Protein, entsprechend 5.0 mg kommerzieller Amano PS Lipa- 
se) gemischt und mit 0.5 g Magnetit (Fe304, frisch hergestellt nach Kobayashi et ai., J. Coll. Interface Sci. 1991, 
141, 505. Wassergehalt 70%) versetzt und auf einem Vortex-SchiJttler 2 s intensiv gemischt. Es werden 0.857 ml 
(6 mmoi) MTMS zugegeben und das Reaktionsgemisch wird auf einem Vortex-Schuttler bis zur Gelierung nach 

9 
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0.5—1 mm intensiv gemischt und anschlieBend bei 1 min bei 0°C gekiihlt. Die weitere Behandlung des Geis 
erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben, nur daB anstelle von Filtrationsvorgangen Dekantierungen unter Zuhilfe- 
nahme eines Permanentmagneten vorgenommen wurden. 
Auswaage; 0.47 g 
5 mg eingesetzte geloste Lipase/g Immobilisat: 1.0 
Aktivitatsfaktor[Test 1]:2J2 

Beispiel 1 1 

10 Immobilisierung von Lipasen in Gelen aus Natriummethylsiliconat 

Die in der Tabelle angegebene Menge an kommerzieller Lipase wird in 1 ml 0.1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7.0, 
suspendiert, 15 min geschuttelt und durch Zentrifugaiion von festen Riickstanden befreit Unmittelbar vor der 
Immobilisierung werden 4 ml Natrium-Methylsiliconat-L6sung(30% in Wasser, 7.5 mmol, ABCR) unter starkem 

15 Ruhren mit 0.65 ml konz. HCl versetzt, so daB ein pH-Wert von pH 8.0—8.5 resultiert Zu einer Mischung aus 
0.25 ml Enzymlosung, 0.25 ml Aluminiumiosung (50 mg/ml Rinderserumalbumin, Sigma), 0.1 ml 1 M Natrium- 
fluoridlosung und 0.5 ml 1 M Na-Phosphatpuffer pH 7.0 werdeen 0.5 ml Polydimethylsiloxan (0.9 mmol. MG 
400—700, ABCR sowie anschlieBend 0.5 ml der Natriumsiliconatlosung (entsprechend 0,8 mmol) zugegeben und 
auf einem Vortexschuttler bis zur Gelierung, ca. 1— 2 s, grundiich durchmischt Die weitere Aufarbeitung 

20 erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. 





Herkunft der Upaset*! 


mg Lipase 
[bf 


mg, losl. 
Lipaseprot 


Auswaage 
(g) 


mg Lipase/ 


Aktivitfits- 
faktoK^^ 


Immob. 
gradW 


a 


Pseudomonas fluorescens 


5.0 


\3 


0.15 


8.7 


0.8 


54 


b 


Pseudomonas cepacia 


5.0 




0.15 


3.2 


1.2 


23 


c 


Rhizopus arrhizus 


20 




0.14 


37J 


1.7 


36 


d 


Rhizopus delemar 


23 


1.4 


0.21 


6.8 


2.0 


43 


e 


Rhizopus niveus 


20 


4.5 


0.14 


32.4 


5.2 


80 


f 


Mucor Miebei 


5 


3.2 


0.13 


25.2 


6.2 


77 


g 


Peniciliium roqueforti 


5 


1.4 


0.16 


8J 


5.0 


62 


h 


Aspergillus niger 


5 


4.6 


0.14 


3.2 


2.4 


71 




Candida antarctica 


5 


1.3 


0.17 


7.2 


0.8 


51 


j 


Candida lipolytica 


20 


2.1 


0.17 


13.4 


3.7 


60 


k 


Novo SP 523 


5 


3.8 


0.17 


22.6 


128 


n.b. 


1 


Weizenkeim 


10 


6.1 


0.14 


43.4 


2.9 


82 



Bezugsquellen und spez. Aktivimt vgl. Beispiel 5, Ps. fluorescens Lipase: Fluka, 31.5 U/mg Protein; 
eingesetzte kommerzielle Lipase; 
mg eingesetztes losliches Enzymprotein/g Immobilisat; 
f^^Test l,(Aktivitat des lmmobilisats)/(Aktivitat der kommerziellen Lipase); 

(Menge an immobilisiertem Protein)/(Menge an zur Immobilisierung eingesetztem Idslichem Protein); 
% Umsatz/h (Anfangsgeschwindigkeit) fiir die kommerzielle Lipase 

45 

Beispiel 12 
Immobilisierung von Novo SP 523 Lipase 

50 50 mg SP 523 Lipase (Novo) werden in 1 ml 0.1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7.0. suspendiert, 15 min geschOttelt 
und durch Zentrifugation von festen Ruckst^nden befreit. Es werden 0.1 ml EnzymlSsung (entsprechend 5 mg 
kommerzieller Lipase, 3.8 mg gel5stem Protein), 0.2 ml 1 M Na-Phosphatpuffer pH 7.0, 0.1 ml Polyvinylalkohol 
(M.G. 15000, 4% in Wasser) und 0.04 m! 1 M Natriumfluoridlosung gemischt, mit 0.2 ml Polydimethylsiloxan (036 
mmol, MG 400—700, ABCR) sowie anschlieBend mit 0.2 ml Natriummethylsiliconat-Losung (30% in Wasser, 

55 0.38 mmol, ABCR) und 0.03 ml konz. SalzsSure versetzt, ca. 1 s gemischt (Vortexschuttler) und mit 1 g Siran® (Fa. 
Schott) intensiv gemischt. Das Produkt wird wie in Beispiel 1 beschrieben getrocknet und gewaschen, die mit 
dem Immobilisat impragnierten Siranpartikel werden jedoch nicht zerkleinert. 
Auswaage: 1.2 g 

Beladung (Lipase, mg eingesetztes gelostes Protein/g Immobilisat): 3.1 
60 Aktivitatsfaktor [Test 1]: 1 187 

[Aktivitat (Gel mit Siran)]/[Aktivitat(gleiche Menge Bulk-Gel o. Siran)]: 1.4 
% immobiiisiertes Protein (aus Proteinbestimmung der Waschflussigkeiten):96 

II. Aktivitatstests und Reaktionen unter Verwendung immobilisierter Lipasen 

65 

(1) Veresterung von Laurinsaure mit 1-Octanol 
Das Enzymimmobilisat (100— 1000 mg je nach Beladung) werden in einem 50 ml Zentrifugenbecher (Polypro- 

10 
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pylen, mit SchraubverschluB) mit einer Mischung von 100 mg Laurinsaure (0.5 mmoi, Fluka), 0.158 ml 1-Octanol 
(1 mmol, Merck) und 2.2.4-Trimethylpentan (ad 10 ml, Aldrich) versetzt, verschlossen und in einem Wasserbad 
bei 30** C und 180U/min geschiittelt. 2ur Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit werden in regelmaBigen 
Abstanden Proben (0.15 ml) abgenommen und das Verhaltnis von Laurinsaureoctylester zu Laurinsaure gas- 
chroma tographisch bestimmt (0.25 mm FFAP-Kapillarsaure, 15 m). Zur Bestimmung des Aktivitatsfaktors wird 5 
die derart ermittelte Reaktionsgeschwindigkeit dividiert durch die Reaktionsgeschwindigkeit, die unter gleichen 
Bedingungen mit einer Menge an kommerziellen Enzympraparat erhalten wird, welche der zur Immobilisierung 
eingesetzten Menge gleich ist. 

(2) Hydrolyse von OHvendlemulsionen 10 

20 ml einer Losung von Gummi arabicum, (Sigma, 100 g/l in Wasser) werden 6.5 ml Olivenoi (Sigma, filtriert 
uber Aluminiumoxid B. Aktivitatsstufe I) gegeben und die Mischung mit einem Mixer 30 min homogenisiert Zu 
25 ml der Substratemulsion werden 20 ml 0.1 M Na-Phosphatpuffer. pH 9, zugegeben, der pH-Wert mit 0.1 M 
NaOH auf 8.0 eingestellt und es wird 2 min homogenisiert In einem 2-ml-EppendorfgefaB werden 10 mg des 15 
Enzymimmobilisates 5 min mit 0.1 ml Wasser geschuttelt, mit 0.9 ml der gepufferten Substratemulsion versetzt, 
auf einem Vortexschuttler 5 s intensiv gemischt und bei 30** C und 1200 U/min 0.5—2 h geschutteit. Die Reaktion 
wird durch Zugabe von 0.1 ml einer Losung von konz. Schwefelsaure (1 ml) in Hexan/i-Propanol 1 : 5 (10 ml) 
beendet und das Reaktionsgemisch mit 0.6 ml Hexan extrahiert. 0.4 ml der Hexanphase werden mit 1 ml 
Aceton/Ethanol 1 : 1 sowie Phenolphthalein versetzt und die freie Fettsaure mit 0.1 M ethanolischer Kaliumhyd- 20 
oxidlosung titriert. Die Aktivitatsausbeute wird ermittelt durch Vergleich der erhaltenen Umsatze mit dem 
Umsatz, der unter identischen Reaktionsbedingungen mit einer Losung der freien Lipase erreicht wird, und in 
Prozent angegeben. 

(3) stereoselektive Veresterungen racemischer sekundarer Alkohole am Beispiel der Versterung von 25 
1-Phenylethanol mit Acetanhydrid und immobilisierter Ps. cepacia Lipase 

Das Enzymimmobiiisat (immobilisiert nach Beispiel 2e, Menge je nach Beladung) wird in 4 ml Benzol suspen- 
diert, mit 2.4 jimol Acetanhydrid sowie 2.4 ^imol des racemischen 1-Phenylethanols versetzt und bei Raumtem- 
peratur und 400 U/min geschutteit. Zum Verfolgen der Reaktion werden in regelmSBigen Abstanden Proben 30 
(0.15 ml) entnommen, mit 0.15 ml 5%iger NaaCOa-Losung ausgeschuttelt und nach Zentrifugation die organi- 
sche Phase gaschromatographisch untersucht. Der EnantiomerenuberschuB nach beendeter Reaktion wurde 
gaschromatographisch (0.25 mm Kapillare, 30 m, Sauienmaterial: 6-t-Butyldimethylsilyl-2,3-dimethyl-P-cyclod- 
extrin, 20% in UV 1701) bestimmt: 

Umsatz: 50%; 35 
%ee (Ester): >99 
%ee(Alkohol): >99 

(4) Umesterung von Olivenoi mit Palmitinsaure am Beispiel immobilisierter Novo SP 523 Lipase 

40 

0.2 g Palmitinsaure werden in der Warme in 1.5 ml 2,2,4-Trimethyipentan geiost, mit 0.2 ml Triolein (Sigma) 
gemischt und das Enzymimmobiiisat (Novo SP 523 Lipase, immobilisiert gem^B Beispiel 12, Wassergehalt 16%, 
58 mg, entsprechend 0.15 mg des zur Immobilisierung eingesetzten loslichen Lipaseproteins) wird zugesetzt. Das 
Reaktionsgemisch wird bei 40** C und 1200 U/min geschutteit. In regelmaBigen Abstanden werden Proben 
(0.05 ml) abgenommen und der Umsatz gaschromatographisch verfolgt (nach Silylierung mit BSTFA/TMCS 45 
(99 : 1)/Pyridin; Kapillarsaure mit PS048-Phase). Die Aktivitat (definiert als Verbrauch an Palmitinsaure von 1 U 
= 1 ixmol/min) betragt 0.56 U, entsprechend 1 1.28 U/g Immobilisat. 

(5) Hydrolyse von Olivenoi am Beispiel immobilisierter Ps. cepacia Lipase 

50 

Immobilisierte Ps. cepacia Lipase (Immobilisierungsmethode wie oben beschrieben bei z.T. abweichender 
eingesetzter Enzymmenge; Menge nach Beladung, entsprechend 0.12 mg zur Immobilisierung eingesetziem 
gelostem Lipaseprotein) wird mit 10 ml Wasser sowie 10 ml Olivenoi gemischt und bei 40** C und 230 min 
geschutteit (50 ml PolypropylengefaB mit SchraubverschluB, 2.7 cm Durchmesser). In regelmaBigen Zeitabstan- 
den werden Proben der Olphase (0.15 ml) entnommen, mit Aceton/Ethanol 1 : 1 (1 ml) und Phenolphthalein 55 
versetzt und die freigesetzte Fettsaure mit 0.06 M ethanolischer KOH titriert 



Immobilisat gemdB 

Beladungf«3 v(Ge\p^ v(Gel)/v(frei) 

_ - — - 

2a 0.75 0.26 2.1 

2e 0.44 0.26 2.1 

3g l.I 0.15 1.2 

31 1.5 0.31 2.4 

i^J mg zur Immobilisierung eingesetztes losliches Enzymprotein/g erhaltenes Immo- 
bilisat; 

W Anfangsgeschwindigkeit (mmol freigesetzte Saure/h)/mg zur Immobilisierung 
eingesetztes Lipaseprotein, v(frei) « 0.13 mmol FCOH/h • mg kommerzielle Lipase) 
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PatentansprQche 

I. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten Lipasen, dadurch gekennzeichnet, daB Lipasen in einer 
organische Substituenten tiberSi— C-Bindungen enthaltenden Siliciumoxidmatrix immobilisiert werden. 

5 2. V rfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichn t. daB Lipasen in Gegenwart von Siliciumverbindun- 

gen mit nicht hydrolysierbaren organischen sowie hydrolysierbaren Substituenten und Mischungen solcher 
Siliciuniverbvndungen mit solchen, die nur voUstandig hydrolysierbare Substituenten enthalten, in Gegen- 
wart mindestens eines Katalysators und ggfls. in Gegenwart mindestens eines Additivs immobilisiert wer- 
den. 

10 3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB Siliciumverbindungen des Typs 

RkR'^lSi(OR')m (A) 
und/oder 

[(R'0)nRoSi]pX (B) 
und/oder des Typs 

20 Y-(RqR"rSiO)sRqR"rSi-Y (C) 

in denen R und R" ein gesattigter oder ungesattigter Alkylsubstituent mit 1 bis 18 C-Atomen oder ein 
aromatischer Substituent. R' ein Alkylrest mit 1—5 C-Atomen oder ein Alkalimetallatom. X ein bi- oder 
hoher funktioneller Alkyl- oder Arylrest sowie ein Heteroatom, und Y —OH, —OR oder — Si(OR')3 ist, k 
25 und 1 Zahlen zwischen 0 und 3 (mit k4-i<4), m eine Zahl zwischen 2 und 4 (mit m«4— i — k). n eine Zahl 

zwischen 1 und 3. o eine Zahl zwischen 0 und 2 (mit o«=3— n), p eine Zahl zwischen 2 und 4, r eine Zahl 
zwischen 2 und 4, q und r eine Zahl zwischen 0 und 2 mit q-hr«2 und s eine Zahl zwischen 1 und 100 ist, 
eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB Siliciumverbindungen des Typs A 
30 verwendet werden, in denen R' « Alkyl oder Natrium ist. 

5. Verfahren nach Anspruch I bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB Siliciumverbindungen des Typs B verwen- 
det werden, in denen R' = Alkyl, X = Alkylen oder Arylen ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB Siliciumverbindungen des Typs C in 
Kombination mit Verbindungen des Typs A eingesetzt werden. 

35 7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB Siliciumverbindungen des Typs A, mit R' — 

Alkyl Oder Natrium eingesetzt werden. insbesondere AI Alkyl- oder Aryltrialkoxysilane RSi(OR')3 mit R « 
Alkyl mit einer Kettenlange von CI bis Ct 8. Alkenyl oder Aryl. 

8. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB Siliciumverbindungen des Typs All Dialkyl-, 
Alkylaryl- oder Diarylalkoxysilane RkR"2-kSi(OR')2 mit R, R" = Alkyl mit einer Kettenlange von CI bis 

40 C18, mit R' «= Alkyl oder Natrium in Kombination mit Komponenten des Typs AI eingesetzt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet, daB Siliciumverbindungen des Typs All! Tetraal- 
koxysilane Si(OR')4 mit R' = Alkyl oder Natrium in Kombination mit Silanen des Typs Al, All, B oder C 
eingesetzt werden, wobei der Anteil der Siliciumatome mit einem oder mehreren organischen Substituen- 
ten mindestens 50 Atom-% bezogen auf die eingesetzte Gesamtmenge an Silicium betrdgt. 

45 1 0. Verfahren nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB Siliciumverbindungen des Typs B, in denen R' 

= Aikyl mit X « Alkylen, Arylen oder O ist, in Kombination mit Silanen des Typs AI, All, C sowie B mit 
unterschiedlichem X verwendet werden. 

I I. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB als Katalysatoren basische Verbindun- 
gen wie Ammonium- und Alkalimetallhydroxide, Ammoniak, Ammonium- und Alkalimetallfluoride sowie 

50 Kombinationen dieser Verbindungen eingesetzt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB als Additive Proteine wie Albumin, 
Gelatine, Natriumcaseinat, oder Polyhydroxyverbindungen wie Polyvinylalkohol, Sorbitol, Glycerin, Poly- 
ethylenglykol, oder unlosliche organische Polymere oder anorganische Verbindungen wie Magnetit 
(Fe304). Celite, offenporige SinterglSser oder Kieselgur eingesetzt werden. 

55 13. Verwendung der nach Anspruchen 1 bis 12 hergestellten Lipasen zur Hydrolyse und/oder Umesterung 

von Estern sowie Veresterung von Alkoholen mit Sauren oder Saurederivaten. 



60 



65 
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